










ン薬（抗 E 薬）の細胞増殖や CSC 制御に与える影響について検討した．さらに，内分泌療法抵
抗性乳癌に有効性が期待されている mTOR 阻害薬エベロリムス（EVE）と抗 E 薬との併用効果も
検討した．ER 陽性乳癌の実験モデルとして，エストロゲン高感受性（HS）の MCF-7，T-47D 乳
癌細胞株，エストロゲン低感受性（LS）の KPL-1，KPL-3C 乳癌細胞株を用いた．薬剤は，17β
-estradiol（E2），4-hydroxytamoxifen（4-OHT），fulvestrant（FUL），EVE を 用 い， 細 胞 増 殖，
細胞周期，アポトーシス，CSC 比率に与える影響を検討した．CSC の同定には，CD44/CD24/
EpCAM 抗体を用いたフローサイトメトリー法及び mammosphere assay を用いた．ER-α，PgR
および ER 関連転写因子（GATA3等）の発現は免疫細胞化学的に検討した．結果として１）LS 細
胞株では，PgR の発現が認められなかった．それ以外の ER 関連因子は，HS 細胞株，LS 細胞株
ともに高発現が認められた．２）HS 細胞株は LS 細胞株に比べ，E2による細胞増殖の促進効果，
CSC 比率の増加効果が，ともにより顕著であった．３）HS 細胞株は LS 細胞株に比べ，抗 E 薬
による細胞増殖の抑制効果，CSC 比率の低下効果がより顕著であった．４）EVE と抗 E 薬の併用
は，LS 細胞株において相加的な細胞増殖抑制効果を示した．両薬の併用により，一部の細胞株で
は CSC 比率の減少効果が増強された．以上の結果は，LS 乳癌において，抗 E 薬の増殖抑制効果
ばかりでなく，CSC 比率の低下効果も減弱していることを示唆している．抗 E 薬抵抗性獲得のメ
カニズムの一つとして，CSC 制御機構の異常が関わっている可能性がある．また，一部の乳癌細

























FUL と EVE はジメチルスルホキシド（DMSO）
で溶解し，ストック溶液を作製した．培地中の
エタノールや DMSO の最終濃度が0.2% 以下に
なるようにストック溶液を培地に添加した．
　すべての細胞株は，通常，Dulbecco’s modified 
Eagle’s medium（D-MEM, Sigma-Aldrich, 米国）




ル当たり2 - 5 x 103個の各種乳癌細胞を24穴マ
ルチウェルプレート（IWAKI, 日本）に播き，


















で割って求めた combination index を用い，0.5
未満を相加効果ありと判定した15）．
　細胞周期，アポトーシス，CSC 比率を分析









































































　回収した細胞を Cell Test Plus DNA Reagent kit 







　回収した細胞を in situ cell death detection kit 
（Roche Diagnostics GmbH，ドイツ）を用いて処
理し，FACS Calibur でフローサイトメトリーを







抗 体，Becton Dickinson）20μl， 抗 CD24抗 体
（FITC 標識マウス抗ヒトイムノグロブリン抗









　各種癌細胞株を60 mm 径の培養皿（Becton 













(Clone: 1D5) Dako 1:800
抗 PgR 抗体
























　LS 細胞株の KPL-1，KPL-3C では，PgR の
染色陽性率は０% であった．一方，HS 細胞株
の MCF-7では，PgR は低発現，T-47D は高発現





増殖促進率は，HS 細胞株の MCF-7，T-47D で
は各々，464.2 ± 76.0%，443.7 ± 36.9% に対し，
LS 細胞株の KPL-1，KPL-3C では各々，165.8 




　4-OHT の IC50は，HS 細胞株の MCF-7，T-47D
では1 μM 未満に対し，LS 細胞株の KPL-1，
KPL-3C では2 μM 超であった（表３）．HS 細
胞株は LS 細胞株に比べ，4-OHT による細胞増
図１　E2による細胞増殖促進効果
　 　MCF-7細胞と T-47D 細胞の間，KPL-1細胞と KPL-3C 細胞の間では，E2による細
胞増殖促進効果に有意差は見られなかった．一方，MCF-7 細胞と KPL-1 細胞及び
KPL-3C 細胞間には有意差を認めた（P < 0.0001）．同様に，T-47D 細胞と KPL-1細
胞及び KPL-3C 細胞間にも有意差を認めた（P < 0.0001）．白抜き棒は E2非添加時
の平均値，灰色棒は E2添加時の平均値．エラーバーは標準誤差．**, P < 0.01．
表２　４種類の乳癌細胞株における ER 関連蛋白質の免疫染色陽性率（単位：%）
標的／細胞株 MCF-7 T-47D KPL-1 KPL-3C
ER- α 90.0±10.0 70.0±30.0 52.5±42.5 35.0±15.0
PgR 3.5±3.5 90.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0
GATA-3 92.5±2.5 97.5±2.5 100.0±0.0 72.5±22.5
FOXA1 100.0±0.0 100.0±0.0 100.0±0.0 100.0±0.0




HS 細胞株の MCF-7，T-47D では0.05 μM 未満
に対し，LS 細胞株の KPL-1，KPL-3C では0.20 
μM 超であった（表３）．HS 細胞株は LS 細
胞株に比べ，FUL による細胞増殖抑制効果が
有意に強かった（MCF-7 vs. KPL-1, P ＜0.0001; 
MCF-7 vs. KPL-3C, P = 0.0120; T-47D vs. KPL-1, 













T-47Dで13.80 ± 2.80倍，KPL-1で2.86 ± 0.21倍，






で1.84 ± 0.70倍，KPL-1で1.92 ± 0.20倍，KPL-

































　 　すべての細胞株において E2による G1-S 移行促進（G1期細胞比率低下，S 期細胞比率の増加）及び抗
エストロゲン薬による E2の効果の阻害が認められた．代表的な結果として，MCF-7細胞における E2及び
4-OHT の効果，KPL-3C 細胞における E2及び FUL の効果を提示する．白抜き棒は E2非添加時，黒い棒





KPL-1細胞における E2及び FUL の効果を提示する．白抜き棒は E2非添加時，黒い棒は E2添
加時，灰色棒は E2 + 抗エストロゲン薬添加時．エラーバーは標準誤差．*, P < 0.05．
図４　E2 による CSC 比率の増加効果（フローサイトメトリー法）
　 　すべての細胞株において E2により CSC 比率の増加が認められた．A：MCF-7細胞におけるフローサイトメトリー
による CD24-/low/CD44+/ EpCAM+ 分画の変化．B：CSC 比率の E2 による変化率．灰色棒は平均値．エラーバー




図５　E2による mammosphere 数の増加効果（Mammosphere assay）
　 　すべての細胞株において E2により mammosphere 数の増加が認められた．A：T-47D 細胞における mammosphere
の変化（位相差顕微鏡写真，スケールは200 μm）；E2により mammosphere 数が増加し，大きさも増大した．B：
Mammosphere 数の E2による増加率．灰色棒は平均値．エラーバーは標準誤差．
図６　抗エストロゲン薬による CSC 比率の変化（フローサイトメトリー法）
　 　すべての細胞株において E2 により CSC 比率の増加が抗エストロゲン薬
により抑制された．代表的な結果として，MCF-7 細胞における E2, 4-OHT
の CSC 分画比率の変化及び KPL-1 細胞における E2, FUL の CSC 比率の変
化を示す．白抜き棒は E2 非添加時，黒い棒は E2 添加時，灰色棒は E2 + 




EVE による細胞増殖抑制効果と CSC 比率の変
化
　E2存在下の EVE 単独の IC50は，４細胞株で







図７　抗エストロゲン薬による mammosphere 数の変化（Mammosphere assay）
　 　すべての細胞株において E2 により mammosphere 数の増加が抗エスト
ロゲン薬により抑制された．代表的な結果として，MCF-7 細胞における
E2, 4-OHT の mammosphere 数の変化及び KPL-1 細胞における E2, FUL の
mammosphere 数の変化を示す．白抜き棒は E2非添加時，黒い棒は E2添加時，
灰色棒は E2 + 抗エストロゲン薬添加時．エラーバーは標準誤差．*, P < 0.05．
図８　 EVE による CSC 比率（フローサイトメトリー法）及び mammosphere 数（Mammosphere assay）の変化
　 　E2 単独及び E2 + EVE 添加時の CSC 比率と mammosphere 数の変化を比較した．A：E2 による CSC 比率の増加
が，EVE により抑制される細胞株と促進される細胞株に別れた．B：E2 による mammosphere 数の増加は，すべて
の細胞株において EVE により抑制された．黒い棒は E2添加時，灰色棒は E2 + EVE 添加時．エラーバーは標準誤差． 
*, P < 0.05．
図８Ａ 図８Ｂ
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表４　EVE の抗エストロゲン薬に対する Combination index















では，EVE により KPL-1, KPL-3C 細胞で有意
な mammosphere 数の減少がみられた．MCF-7, 













mammosphere assay で は，MCF-7，KPL-3C 細
胞株において，4-OHT または FUL 単剤に比べ，














が増強された．代表的な結果として，MCF-7 細胞に対する 4-OHT と EVE，
KPL-1 細胞における FUL と EVE の併用効果を示す．後者においては，両薬
の併用による相加的増殖抑制効果が示された．黒い棒は E2 添加時，灰色棒
は E2 + 抗エストロゲン薬添加時，斜線棒は E2 + 抗エストロゲン薬 + EVE
























　 　E2単独及び E2 + 抗エストロゲン薬添加時，E2 + 抗エストロゲン薬 + EVE 添加時の CSC 比率と mammosphere 数
の変化を検討した．A：E2による CSC 比率の増加が，抗エストロゲン薬により抑制されたが，EVE の併用は有
意の変化を与えなかった．代表的な結果として，MCF-7細胞に対する4-OHT と EVE，KPL-1細胞における FUL と
EVE の併用効果を示す．B：すべての細胞株において，EVE により抗エストロゲン薬の mammosphere 数減少効果
が増強された．代表的な結果として，MCF-7細胞に対する4-OHT と EVE，KPL-1細胞における FUL と EVE の併
用効果を示す．黒い棒は E2添加時，灰色棒は E2 + 抗エストロゲン薬添加時，斜線棒は E2 + 抗エストロゲン薬 + 
EVE 添加時．エラーバーは標準誤差．*, P < 0.05．
阻害薬抵抗性の進行・再発乳癌において，内分
泌療法薬と併用することで相加的抗腫瘍効果が







































　エストロゲンによる CSC population の制御
機構としては，現在，２つの作業仮説が提唱
されている．一つは，エストロゲンによる ER
陽性 non-stem cancer cells からのパラクリン因
子（fibroblast growth factor [FGF]-7が提唱され
ている）の分泌増加→ ER 陰性 CSC の FGF 受




















低下した ER 陽性乳癌細胞における EVE の抗
腫瘍効果や CSC に与える影響を調べる目的で，
EVE を研究対象試薬として加えた．
　EVE 単独での ER 陽性乳癌細胞株に対する抗








た ER 陽性乳癌に対し，EVE と抗エストロゲン
薬の併用投与は，抗エストロゲン薬単独に比べ，
より強い抗腫瘍効果をもたらすことと一致した．





メトリー法と mammosphere assay との研究結果
に乖離がみられた（図10）．これらの結果は，
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Effects of antiestrogens and an mTOR inhibitor everolimus
on the cell growth and regulation of cancer stem population
in estrogen receptor-positive breast cancer cells
Tetsumasa YAMASHITA１）,  Junichi KUREBAYASHI１）,  Naoki KANOMATA２）
Toshiro SHIMO１）,  Takuya MORIYA２）,  Hiroshi SONOO１）
1) Department of Breast and Thyroid Surgery,
2) Department of Pathology 2, Kawasaki Medical School, 577 Matsushima, Kurashiki, 701-0192, Japan
ABSTRACT  Recent studies have revealed the existence of cancer stem cells (CSCs) in 
breast cancer. CSCs may play critical roles in resistance to anticancer agents and radiation, 
and in the development of metastases. However, the roles of CSCs in estrogen-responsive 
breast cancer remain to be elucidated. In this study, we investigated the effects of estrogen 
and antiestrogens (AEs) as well as an inhibitor of mammalian target of rapamycin (mTOR), 
everolimus (EVE) on the cell growth and regulation of the CSC population in estrogen-
responsive breast cancer cell lines (BCCLs). Two high estrogen-sensitivity (HS) BCCLs, MCF-
7 and T-47D, and two low estrogen-sensitivity (LS) BCCLs, KPL-1 and KPL-3C, were used. 
4-hydroxytamoxifen (4-OHT) and a steroidal AE fulvestrant (FUL) and EVE were studied. 
Expression levels of ER-related proteins, ER-α, progesterone receptor (PgR), GATA3, 
FOXA1 and XBP1 were immunocytochemically investigated. The effects of the agents on 
the cell growth, cell cycle progression, apoptosis and regulation of the CSC population, 
defined as EpCAM-positive, CD44-high, CD24-low or negative cells using flow cytometery or 
mammosphere assay, were examined. 
　Experimental results are as follows: (1) The LS BCCLs were negative for PgR but positive 
for the other ER-related proteins examined. The HS BCCLs were positive for all the ER-
related proteins. The LS BCCLs were tumorigenic in female nude mice without estrogen 
supplementation, but the HS BCCLs were not. (2) The increase in cell growth induced by 17β
-estradiol (E2) was more pronounced in the HS BCCLs. The decrease in cell growth induced 
by 4-OHT or FUL was more pronounced in the HS BCCLs. The AEs inhibited the G1-S cell 
cycle progression and induced a slight apoptosis. (3) E2 significantly increased the proportion 
of CSCs in all the cell lines tested. The increase in the CSC proportion by E2 was more 
pronounced in the HS BCCLs. The decrease in the CSC proportion by both 4-OHT and FUL 
was more pronounced in the HS BCCLs. (4) The decrease in the cell growth by EVE was more 
pronounced in LS BCCLs. Combined treatment of 4-OHT or FUL with EVE showed an additive 
effect in the LS BCCLs but not in the HS BCCLs. (5) Although EVE alone slightly increased the 
proportion of CSCs, the combined treatment of 4-OHT or FUL with EVE did not increased it. 
　In conclusions, the HS BCCLs were more sensitive to estrogen and AEs than the LS BCCLs 
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resistant to AE. It should be noted that EVE was more active in the LS BCCLs. These findings 
suggest that the combined use of EVE with AEs may be more useful in patients with breast 
cancer resistant to AEs. 
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